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La presente invention est relative a. des proteines et peptides 
5 tuberculiniques purs possedant comme groupe fonctionnel actif l'en- 
chainement d'acides amines - Asp-Gly-Ser-Glu-Met-, 

II est bien connu que les derives proteiniques purifies (DPP) 
provenant de tuberculine vieillie (TV) extracellulaire ont servi 
exclusivement jusqu'a present au diagnostic de la tuberculosa 

10 Malheureusement en plus de la proteine tuberculinique, les DPP 
contiennent d'autres proteines inactives , des acides nucleiques , 
des "polysaccharides et des acides gras . Etant donne que les prote- 
ines de la tuberculose n'ont pas ete obtenues a. 1'etat pur, leurs 
proprietes physico-chimiques et les sequences de leurs acides ami- 

15 nes n'ont pas ete determinees, 

La demanderesse a reussi a. isoler des proteines de la tubercu- 
line a partir de cellules de bacilles tuberculeux et les ont obte- 
nues sous des formes cristallines . Les sequences d'acides amines 
des proteines -tuberculiniques cristallines ont pu ainsi etre deter- 

20 minees. En outre, les peptides actif s ont ete obtenus par hydrolyse 
des proteines tuberculiniques cristallines, 

Les resultats des recherches ont montre que I'activite tuber- 
culinique est etroitement liee au groupe fonctionnel indique exis- 
tent au sein des proteines et des peptides. 

25 Les proteines tuberculiniques selon 1' invention sont preparees 

a. partir des cellules de bacilles tuberculeux par traitement avec 
un solvant organique pour obtenir des proteines hydrosolubles , Les 
proteines actives sont purifiees principalement sur diethyl -amino - 
ethyl (DEAE) cellulose et sephadex par chromatographie sur colonne. 

30 Les produits de depart utilises dans I'invention sont obtenus 
a partir de souches de Mycobacterium tuberculosis du type humain, 
bovin et aviaire, comprenant le BCG et d'autres. La proteine tuber- 
culinique cristalline extraite de la souche Aoyama B de Mycobacte- 
rium tuberculosis de type humain est composee de 89 residus d'aci- 

35 des amines par molecule (9,700 g). D ' autre part, la proteine active 
du BCG est composee de 135 residus d'acides amines par molecule 
(13,500 g), Les proteines tuberculiniques susceptibles d'etre obte- 
nues dependent des matieres de depart utilisees dans le precede 
selon I'invention, 

40 Les solvants organiques employes pour la purification sont 
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l'acetone, le methanol ou l'acide acetique. On se sert egalemerrt 
d'un autre solvant organique comme une cetone, un alcool ou un 
acide carboxylique , Bien entendu, ces solvants peuvent etre utili- 
ses avec de l'eau. 
5 Les produits depourvus de constituants liposolubles sont dia- 
lysis contre des tampons a pH 5,5 - 7,8, comme le tampon tris 
(hydroxymethyl) aminomethane-acide ehlorhydrique , a pH 7,0 comme 
un tampon acide ethylene diamine tetracetique , ou phosphate disodi- 
que/phosphate monopotassique , a pH 7,2 a. base d'acide ethylene 

10 diamine tetracetique , etc. 

Les proteines dialysees sont purifiees par chromatographie sur 
colonne, ou electrophorese bidimensionnelle sur papier sous haute 
tension suivie de chromatographie sur papier. On utilise de prefe- 
rence la chromatographie sur colonne ou la filtration sur gel, avec 

15 des colonnes de DEAE cellulose, d'aminoethyl (AE) cellulose, 

d'ECTEOLA-Cellulose, de Sephadex G-150 ou G-200. Les proteines dia- 
lysees sont eluees avec les tampons mentionnes plus haut , 

Les proteines tuberculiniques cristallines selon l'invention 
sont solubles dans l'eau et leur poids moleculaire, compris entre 

20 3,000 et 35,000 depend des produits de depart. Les tests tuberculi- 
niques cutanes indiquent que les proteines de la tuberculine selon 
l'invention sont 100 fois plus actives que les DPP sur cobayes sen- 
sibilises par une souehe tuee par la chaleur de Mycobacterium 
tuberculosis de type Aoyama B ou BCG, 

25 Les peptides tuberculiniques selon l'invention sont prepares en 
hydrolysant les proteines tuberculiniques cristallines et obtenus 
par fractionnement chromatographique de ces hydrolysats. 

L'hydrolyse des proteines peut se faire par voie chimique ou 
enzymatique. L'hydrolyse chimique s'effectue avec un acide mineral. 

30 On conduit l'hydrolyse enzymatique avec une enzyme proteolyti- 
que comme la trypsine, la chymotrypsine , la pepsine , la papaine, 
les proteinases bacteriennes , la carboxypeptidase A ou B, etc. 

Les hydrolysats obtenus sont fractionnes par chromatographie 
sur colonne ou sur papier, par electrophorese sur papier sous haute 

35 tension, par filtration sur gel, etc. 

La filtration sur gel est effectuee par elution avec un tampon 
a pH 5,9 a l'acetate d 'ammonium sur Sephadex G-25 ou CM-Sephadex, un 
tampon a pH 4,5 a. l'acetate d'ammonium sur SE-Sephadex C-50 ou un 
tampon a pH 3,1 a la pyridine et a l'acide acetique sur Dowex 50-X2 

40 ou 1-X2. 
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Les peptides tuberculiniques selon l'invention sont des soli- 
des cristallins blancs solubles dans l'eau, de poids moleculaire 
compris entre 500 et 3.000 environ. 

Les tests tuberculiniques cutanes indiquent queces peptides selon 
5 l'invention present ent une partie appreciable de l'activite des 
DPP sur cobayes sensibilises avec une souche tuee par la chaleur 
Mycobacterium tuberculosis de type Aoyama B. ou BCG . 
Les exemples suivants illustrent le procede de preparation et 
de purification des prolines et des peptides de la tuberculine 
10 selon l'invention. 
Exemple 1. 

On tue des cellules (100 g) de culture de Mycobacterium 
tuberculosis de souche Aoyama B, par chauf f age a. 120°C pendant 30 
minutes. On separe les cellules du milieu de culture par filtra- 

15 tion» on les desintegre par traitement ultrasonore et on traite le 
melange a. 1' acetone. On dialyse le residu obtenu contre un tampon 
a pH 7,0 a base de tris (hydroxymethyl) amino methane et d'acide 
chlorhydrique a la concentration 0,001M, contenant de l'acide dia- 
mine et de l'acide tetracetique , a. la concentration 0,0001M. 

20 On chromatographie les residus dialyses sur colonne de DEAE- 
cellulose. On effectue I'elution dans un gradient de chlorure de 
sodium. Pratiquement toute l'activite tuberculinique se trpuve dans 
la seconde fraction de proteines. On realise une nouvelle chromato- 
graphie sur Sephadex G-200 dans le meme tampon que precedemment et 

25 on separe les €luats en trois fractions. 

On trouve presque tout le produit actif dans "la fraction pro- 
teique principale, Le produit actif cristallise spontanlment quand 
on conserve la solution a 4°C dans la solution du meme tampon me- 
langee a de 1' acetone purifiee. 

30 A partir de 100 g de cellules (poids humide} de la souche' 
Aoyama B mentionnee, on obtient 20 mg de proteine tuberculinique 
cristallisee. Cette proteine est composee de 89 residus d'acides 
amines et la sequence de ces acides est determinee comme il suit : 

123 456789 10 
35 H 2 N-Arg-Leu-Leu-Asp-Asp-Thf-Pro-Glu-Val-Lys- . . . 

27 6*8 70 71 72 73 74 88 89 

Cys . , . Cys . . . Asp-Gly-Ser-Glu-Met , . .Ala-Lys-C00H 

Le lest tuberculinique cutane montre que cette proteine tuber- 
culinique est 100 fois plus active que celle des DPP sur cobayes 
40 sensibilises par une souche tuee par la chaleur du type Aoyama B 



ou BCG. 

Exemple 2. 

En suivant le procede decrit a 1' exemple 1, on prepare de 
meme, a partir de BCG , la proteine tuberculinique active de poids 
5 moleculaire voisin de 13,500. 

La sequence des acides amines de cette proteine tuberculinique 
composee de -135 residus d'acides amines a ete determined . Les aci- 
des amines N-terminaux et C-terminaux ainsi que la structure pri- 
maire sont essentiellement identiques a ce qui a ete trouve dans 
10 la proteine extraite de la souche Aoyama B tuee par la chaleur. 

Le test cutane tuberculinique indique que cette proteine tuber- 
culinique a une partie appreciable de l'activite tuberculinique de 
la souche Aoyama B tuee par la chaleur, sur les cobayes sensibili- 
ses avec des souches tuees par la chaleur du type Aoyama B ou BCG, 
15 Exemple 3. 

On soumet la proteine tuberculinique cristallisee obtenue a. 
1* exemple 1 a. une hydrolyse enzymatique a 37° C pendant 6 h, avec 
une solution de trypsine a 1 % a pH 8,4, 

On soumet les hydrolysats resultants a une electrophorese 
20 bidimensionnelle sur papier sous haute tension, en operant sur pa- 
pier Whatman, avec un champ de 75 V/cm, dans un tampon a pH 4,5 
pyridine-acetate, et on fait ensuite une chromatographie sur papier 
avec le melange butanol-acide acetique-eau (4 ; 1 ; 4, en volume). 
On parvient ainsi a separer plusieurs peptides actifs. L'un 
25 deux est un pentapeptide ayant la sequence d'acides amines ci- 
apres 

1 2 3 4 5 
H 2 N-Asp-Gly-Ser-Glu-Met-C00H 

Un autre de ces peptides est un oligopeptide de poids molecu- 
30 laire voisin de 950. 

Les tests tuberculiniques cutanes montrent que ces peptides ont 
des activites tuberculiniques correspondant a 1-10 % de celle de la 
proteine tuberculinique de depart. 

Exemple 4. 

35 On hydrolyse la proteine tuberculinique cristallisee obtenue a 
1' exemple 1, en la traitant par une solution de chymotrypsine a 
0,5 %. On chromatographie les hydrolysats sur colonne de Sephadex 
G-25, en eluant avec un tampon a. l'acetate d 1 ammonium a pH 5,9. 
Les peptides tuberculiniques actifs ainsi obtenus sont fractionnes 

40 complementairement sur colonne de Dowex 1-X2 avec un tampon 
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pyridine-acide aeetique a pH 3,1, 

Le pentapeptide tuberculinique ainsi obtenu est le meme que 
dans 1 'exemple 3. 

Exemple 5. 

On traite eomme precedemment la proteine tuberculinique obte- 
nue a. 1' exemple 2 et on obtient le meme pentapeptide tuberculini- 
que qu'a. I'exemple 3. 



6 . 

' . - . - - — '■ 

RCVEHDTCATIOHS 

1. Composes constitues par dcs proteines ou des peptides ayant 
• une activite" tuberculinique , possedant comme groupe fonctionnel 

actif l'enchainement peptidique suivant - Asp-Gly-Ser-Glu-Met- 
5 2, Proteine a activite tuberculinique selon la revendication 1 
caracterisee par un poids moleculaire compris entre 3.000 et 
35.000. 

3. Peptide- a activite tuberculinique selon la revendication 1 
caracterise par un poids moleculaire compris entre 500 et 3,000, 
10 1 • Proteine a activite tuberculinique obtenue a partir d'une 
souche de Mycobacterium tuberculosis de type humain, Aoyama B, 
caracterisee en ce qu'elle est composee de 89 residus d'acides 
amines dont la sequence est la suivante : 

12315 6 78910 
1S H 2 N-Arg-Leu-Leu-Asp-Asp-Thr-Pro-Glu-Val-Lys-. , , 

tl 6*8 70 71 72 73 71 88 89 

Cys. ,Cys. .Asp-Gly-Ser-Glu-Met . , Ala-Lys-COOH 

5. Proteine a activite tuberculinique obtenue a. partir du BCG , 
caracterisee en ce qu'elle est coraposee de 135 residus d'acides 

20 d' amines et ce que les acides amines N-terminaux et C-terminaux 
et la structure primaire sont essentiellement les memes que dans 
la proteine selon la revendication 4, T 

6. Pentapeptide a. activite tuberculinique caracterise par un 
poids moleculaire de 505 et la sequence d'acides amines : 

25 1 2 3 *5' ^ 

H 2 N-Asp-Gly-Ser-Glu-Met-C00H 

7. Konapeptide tuberculinique actif de poids moleculaire voisin 
de 950. 



